
























Abstract: Certain components of  the  somatostatin‐system play  relevant  roles  in Prostate Cancer 
(PCa),  whose  most  aggressive  phenotype  (Castration‐Resistant‐PCa  (CRPC))  remains  lethal 
nowadays. However, neuronostatin and the G protein‐coupled receptor 107 (GPR107), two novel 
members  of  the  somatostatin‐system,  have  not  been  explored  yet  in  PCa.  Consequently,  we 
investigated  the pathophysiological role of NST/GPR107‐system  in PCa. GPR107 expression was 
analyzed  in  well‐characterized  PCa  patient′s  cohorts,  and  functional/mechanistic  assays  were 
performed in response to GPR107‐silencing and NST‐treatment in PCa cells (androgen‐dependent 
(AD: LNCaP)  and  androgen‐independent  (AI:  22Rv1/PC‐3), which  are  cell models of hormone‐
sensitive  and  CRPC,  respectively),  and  normal  prostate  cells  (RWPE‐1  cell‐line).  GPR107 was 
overexpressed  in  PCa  and  associated with  key  clinical parameters  (e.g.,  advance  stage  of PCa, 
presence  of  vascular  invasion  and  metastasis).  Furthermore,  GPR107‐silencing  inhibited 
proliferation/migration  rates  in  AI‐PCa‐cells  and  altered  key  genes  and  oncogenic  signaling‐
pathways  involved  in PCa aggressiveness  (i.e., KI67/CDKN2D/MMP9/PRPF40A, SST5TMD4/AR‐
v7/In1‐ghrelin/EZH2 splicing‐variants and AKT‐signaling). Interestingly, NST treatment inhibited 
proliferation/migration  only  in AI‐PCa  cells  and  evoked  an  identical molecular  response  than 
GPR107‐silencing.  Finally,  NST  decreased  GPR107  expression  exclusively  in  AI‐PCa‐cells, 
suggesting that part of the specific antitumor effects of NST could be mediated through a GPR107‐
downregulation.  Altogether,  NST/GPR107‐system  could  represent  a  valuable  diagnostic  and 
prognostic tool and a promising novel therapeutic target for PCa and CRPC. 
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and  represents  one  of  the  leading  causes of  cancer‐related death  among  the male population  in 
developed  countries  [1].  One  of  the main  characteristics  of  PCa  is  the  strong  influence  of  the 
endocrine‐metabolic environment, which contributes to the high heterogeneity of this pathology and 
hinders  the development of new, useful, diagnostic  and/or  therapeutic  strategies  [2].  In  fact,  the 
current  available  pharmacological  approaches  used  in  clinical  practice  to  combat  this  tumor 
pathology consist in the use of drugs (e.g., Abiraterone, Enzalutamide, etc.) that avoid the steroid‐
hormones synthesis and/or disrupts  the androgen signaling pathway  in PCa cells  [3,4]. However, 
although the development of these drugs has significantly improved the overall survival, some PCa 
patients acquire resistance to these compounds and develop the most aggressive phenotype, named 






to  reduce  different  tumor  parameters,  including  cell  proliferation  and migration, whereas  other 
components  [i.e.,  the  truncated  splicing  variant  of  SST5  with  four  transmembrane  domains 
(SST5TMD4 variant)] promote aggressiveness features of PCa [10–12]. Synthetic somatostatin analogs 
(i.e.,  octreotide  and/or  pasireotide)  have  been  used  as  valuable  tools  to  treat  different  tumor 
pathologies,  including  pituitary  and  neuroendocrine  tumors  [13].  However,  attempts  to  apply 
somatostatin analogs in PCa have rendered controversial results, since the limited studies reported 
so far did not show improvement in overall survival [14]. The mechanistic reasons of those clinical 












not been explored on PCa. Accordingly,  the current study sought  to explore for  the  first  time  the 
functional actions and therapeutic potential of the NST/GPR107‐system in PCa cells by investigating 




This  study was  approved  by  the  Hospital  Ethic  Committee  (approval  number:  2461)  and 
conducted in accordance to the principles of the Declaration of Helsinki. Written informed consent 
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was  obtained  from  all patients. Two different  cohorts  of prostate  samples  obtained  through  the 
Andalusian Biobank (Cordoba Node) were included: 
Cohort 1: formalin‐fixed, paraffin‐embedded (FFPE) PCa tissues (n = 84) and their adjacent non‐



















PSA: Prostate  specific  antigen; GS: Gleason Score; SigPCa: Significant prostate  cancer, defined  as 






























benign  prostate  tissue  specimens;  Varambally  cohort  includes  6  mCRPC,  7  primary  prostate 
carcinomas and 6 normal prostate samples; Lapointe cohort includes 9 mHSPC, 62 localized prostate 
carcinomas and 41 matched normal prostate tissues; Taylor cohort includes 19 mHSPC, 131 localized 









were validated by analysis of short  tandem  repeats sequences  (STRs) using GenePrint 10 System 
(Promega,  Barcelona,  Spain)  and  checked  for  mycoplasma  contamination  by  polymerase  chain 








in  6‐well plates  and grown until 70%  confluence was  reached. Then,  cells were  transfected with 
specific  small  interferent  RNA  (siRNA)  against  GPR107  (Catalog  #  AM16708;  Thermo  Fisher 
Scientific, Madrid, Spain) at 15 nM or scramble control (Catalog # 4390843, Thermo Fisher Scientific, 
Madrid,  Spain)  using  Lipofectamine‐RNAiMAX  (Catalog  #  13778‐150,  Thermo  Fisher  Scientific, 
















Total  Ribonucleic  acid  (RNA)  from  FFPE  samples  was  isolated  and  treated  with 
Deoxyribonuclease (DNase) using the Maxwell 16 LEV RNA FFPE Kit (Promega, Madison, WI, USA) 
according to manufacturer instructions in the Maxwell MDx 16 Instrument (Promega, Madison, WI, 
USA).  Additionally,  total  RNA  was  extracted  from  fresh  samples  using  the  AllPrep 
DNA)/RNA/Protein Mini Kit  (Qiagen, Madrid,  Spain)  and  from  prostate  cell  lines  using  TRIzol 
Reagent (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain), followed, in both cases, by DNase treatment using 
Ribonuclease  (RNase)‐Free DNase Kit  (Qiagen, Hilden, Germany). Total RNA  concentration  and 
purity was  assessed using Nanodrop One Spectrophotometer  (Thermo Fisher  Scientific, Madrid, 
Spain). Total RNA was retrotranscribed using random hexamer primers and the cDNA First Strand 
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain). 
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Details  regarding  the  development,  validation,  and  application  of  the  RT‐qPCR  to measure 
expression levels of the transcripts of interest have been previously reported by our laboratory [32–35]. 
Specific and validated primers set used to measure the expression levels of genes of interest in this 
study  (absolute mRNA  copy number/50 ng of  sample)  are described  in Table  S1. To  control  for 
variations in the amount of RNA used and the efficiency of the retro‐transcription, messenger RNA 
(mRNA) copy numbers of the different transcripts analyzed were adjusted by a normalization factor, 
which was  calculated with by  the expression  levels of Actin Beta  (ACTB) and Glyceraldehyde‐3‐
Phosphate Dehydrogenase  (GAPDH) using GeNorm 3.3  (CMMG, Ghent, Belgium)  [36] or by  the 
expression levels of ACTB (the most appropriated housekeeping gene), wherein ACTB and GADPH 











Tween‐20  and  incubated overnight with  the  specific primary  antibodies  for GPR107  (orb161193; 
byorbyt, Cambridge, United Kingdom), Tubulin Beta  (TUBB;  #  2128S; Cell‐Signaling,  Barcelona, 
Spain), phospho‐AKT (p‐AKT; #4060S; Cell‐Signaling, Barcelona, Spain) and total‐AKT (#9272S; Cell‐
Signaling, Barcelona, Spain). Secondary horseradish peroxidase  (HRP)‐conjugated goat anti‐rabbit 
Immunoglobulin  G  (IgG)  (#  7074S;  Cell‐Signaling,  Barcelona,  Spain)  were  used.  Proteins  were 







(n  =  16;  randomly  selected  samples)  and  cohort  2  (n  =  4;  metastatic  patients)  using  standard 
procedures  [11,38,39].  In both cases,  the staining of  the  tumor  tissue was compared  to non‐tumor 
adjacent regions. Briefly, deparaffinized sections were incubated overnight (4 °C) with the primary 
antibody against GPR107 (# 161193; Biorbyt, Cambridge, United Kingdom) at 1:200 dilution, followed 
by  incubation with an anti‐rabbit horseradish peroxidase‐conjugated  secondary antibody  (# 7074; 
Cell‐Signaling,  Barcelona,  Spain).  Finally,  sections  were  developed  with  3.39‐diaminobenzidine 
(Envision system 2‐Kit Solution DAB, Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain) and contrasted with 
haematoxylin.  Two  independent  pathologists  performed  histopathologic  analysis  of  the  tumors 







All the experiments were performed  in at  least 3 experiments (n ≥ 3) and with at  least 2 technical 
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replicates. The  receiver operating characteristic  (ROC) curve was performed  for evaluation of  the 








higher  in  tumor  vs.  non‐tumor  adjacent  regions  (N‐TAR;  Figure  1a). GPR107  IHC  analysis was 
performed on 16 FFPE pieces  (Figure 1b), which revealed  that GPR107 staining was negligible  in 
benign prostate gland epithelium (N‐TAR; Figure 1b), while it was always more, and highly, intense 
in the cancerous prostate glands (N‐TAR vs. PCa/tumor‐tissue; Figure 1b). 
Interestingly, GPR107  expression was associated with key  clinical and molecular  features of 
aggressiveness. Specifically, we  found a positive  association between GPR107  expression and  an 
advance stage of PCa (Tumor Stage 2A‐2C vs. Tumor Stage 3‐3B (T2A–T2C vs. T3–T3B; Figure 1c)) 
and with  the presence of vascular  invasion  (Figure 1d), while no association was  found with GS. 
Moreover, GPR107 expression was positively correlated with the expression of key genes related to 





Figure 1. Expression  levels of G protein‐coupled  receptor 107  (GPR107)  in human prostate cancer 
samples.  (a) Comparison of GPR107 expression  levels between  formalin‐fixed paraffin embedded 
(FFPE) samples from Prostate Cancer (PCa) tissues and non‐tumor adjacent regions (N‐TAR) (n = 84). 
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(b) Comparation of GPR107 protein levels by Immunohistochemistry (IHC) between a representative 












Indeed,  ROC  analysis  indicated  that  GPR107  expression  significantly  discriminated  between 
metastatic  vs.  non‐metastatic  patients  (p  =  0.0064;  Figure  2b).  These  observations  were  also 
corroborated at the protein level by GPR107 IHC, which clearly indicated that GPR107 staining was 
negligible in benign prostate gland epithelium (N‐TAR; Figure 2c), while it was highly intense in the 
metastatic  regions  (Figure  2c).  Remarkably,  GPR107  overexpression  was  also  corroborated  in 






samples  from patients with metastasis.  (a) Association between GPR107 expression  levels and  the 
presence of metastasis in a cohort of fresh samples from patients with Prostate Cancer (PCa) n = 67). 
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(b)  Operating  characteristic  (ROC)  curve  analysis  to  determine  the  accuracy  of  GPR107  to 
discriminate  between  metastatic  vs.  non‐metastatic  patients’  tumor.  (c)  Comparison  of  GPR107 
protein  level  by  Immunohistochemistry  (IHC)  between primary PCa  samples  from patients with 
metastasis  and  its  non‐tumor  adjacent  regions  (N‐TAR). Messenger  RNA  (mRNA)  levels  were 
determined by quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) and adjusted by Actin Beta (ACTB) 
expression  levels.  (d‐e)  Comparison  of  GPR107  expression  levels  between  normal  prostate  (n), 
primary prostate  tumor (P) and metastatic Castration Resistant Prostate Cancer (mCRPC) samples 
obtained from two in silico databases (Grasso/Varambally; (d) and (e), respectively). Asterisks (* p < 







LNCaP  and  the normal RWPE‐1  cells  (Figure  3a). Based  on  these  results,  22Rv1  and PC‐3 were 
selected as suitable models to analyze the functional consequences of GPR107 silencing. Interestingly, 





Figure  3.  Screening  of G  protein‐coupled  receptor  107  (GPR107)  expression  level  and  functional 
effects of its silencing in normal and tumor prostate cell lines. (a) Comparison of GPR107 expression 
levels between a non‐tumor prostate cell line (RWPE‐1) and different Prostate Cancer (PCa) cell lines 
(LNCaP,  22Rv1  and  PC‐3).  Messenger  RNA  (mRNA)  levels  were  determined  by  quantitative 
Polymerase Chain Reaction  (qPCR) and adjusted by a normalization  factor  (NF) generated by  the 
combination  of  Actin  Beta  (ACTB)  and  Glyceraldehyde‐3‐Phosphate  Dehydrogenase  (GAPDH) 








we  analyzed  the  expression  levels  of key  genes  related  to proliferation/cell‐cycle, migration  and 
aggressiveness.  Specifically, we  found  that  the  silencing  of GPR107  in  22Rv1  cells  significantly 
decreased  the  expression  levels  of  the proliferation marker Ki‐67  (MKI67),  of  genes  involved  in 
migration  process  (Matrix Metallopeptidase  9  and  Pre‐MRNA  Processing  Factor  40 Homolog A 






ghrelin and EZH2 and  for a significant elevation  in  the expression of cell‐cycle suppressor Cyclin 
Dependent Kinase Inhibitor 2D (CDKN2D) was also found in response to GPR107 silencing (Figure 
4a). 







independent  Prostate  cancer  (PCa)  cells.  (a)  Fold  change  of markers  of  proliferation  (Marked  of 
Proliferation Ki‐67 (MKI67)), cell cycle inhibition (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2D (CDKN2D)), 
migration (Matrix Metallopeptidase 9 and Pre‐MRNA Processing Factor 40 Homolog A (MMP9 and 
PRPF40A,  respectively))  and  aggressiveness  (Androgen Receptor variant  7  (AR‐v7),  Somatostatin 
Receptor 5 Transmembrane Domain 4 variant  (SST5TMD4),  Intron 1‐retained ghrelin variant  (In1‐
Ghrelin) and Enhancer Of Zeste Homolog 2 (EZH2)) in androgen‐independent cells (22Rv1 and PC‐
3)  in  response  to GPR107‐silencing  compared  to  scrambled  cells. Messenger RNA  (mRNA)  levels 
were determined by quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR), adjusted by Actin Beta (ACTB) 
expression  levels  and  represented  as  log  2  of  fold  change  of  expression  levels  small  interferent 
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RNA(siRNA)‐treated/scrambled‐cells).  (b) Protein  levels of phospho‐AKT  (p‐AKT)  in  response of 
GPR107‐silencing  in  androgen‐independent  PCa  cells  (22Rv1  and  PC‐3).  p‐AKT  levels  were 
normalized by total AKT protein levels. Protein data were represented as percent of scrambled cells 


















and  ***  p  <  0.001)  indicate  statistically  significant  differences  between  groups.  siGPR107:  small 
interferent RNA against GPR107. 




In order to analyze whether  the actions of NST  in  the proliferation and/or migration rates of 
androgen‐independent PCa  cells  could be  functionally  associated  to GPR107, we next  tested  the 
direct effects of NST alone or in combination with GPR107 silencing. As observed previously, NST 
treatment or GPR107 silencing alone inhibited the proliferation of 22Rv1 and PC‐3 (Figure 5c), as well 
as  the migration of PC‐3  cells  (Figure 5d). These  inhibitory actions of NST  treatment or GPR107 
silencing were virtually similar in 22Rv1 cells, while the actions of GPR107 silencing seem to be higher 
compared  to NST  treatment  in  PC‐3  cells  (Figure  5c,d).  Furthermore,  the  combination  of NST 
treatment and GPR107 silencing did not exert higher, additive or synergistic, effects compared with 
both experimental conditions alone  (Figure 5c,d), which might suggest  that  the  inhibitory actions 
evoked by NST  treatment and GPR107  silencing  could be mediated  through similar mechanisms 
and/or signaling pathways. 
Supporting  this  notion, we  found  that  treatment with NST  induced  a molecular  response 
virtually similar to that previously observed with GPR107 silencing in term of the modulation of the 
expression  levels  of  key  genes  related  to  proliferation/cell  cycle, migration  and  aggressiveness 
(MKI67, CDKN2D, MMP9, PRPF40A, AR‐v7, SST5TMD4, In1‐ghrelin and EZH2; Figure 6a), as well 
as inhibition of AKT (Figure 6b), but not ERK, signaling pathway. 
Finally, we  found  that NST  administration did not  alter  the  expression  levels of GPR107  in 
normal RWPE‐1  cells  or  in  androgen‐dependent LNCaP  cells, whereas  it  significantly decreased 
GPR107 levels in androgen‐independent 22Rv1 and PC‐3 cells (Figure 6c). 
 
Figure 6. Molecular consequences of neuronostatin  (NST)  treatment  in prostate cell  lines.  (a) Fold 
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(SST5TMD4),  Intron  1‐retained  ghrelin  variant  (In1‐Ghrelin)  and  Enhancer Of  Zeste Homolog  2 
(EZH2)) in androgen‐independent Prostate Cancer (PCa) cells (22Rv1 and PC‐3) after NST treatment 
















therapeutic  tools  that prolong patient  survival.  In  line with  this,  the  somatostatin‐SSTRs  system 
represents a useful source of therapeutic targets and tools to treat various endocrine‐related tumors, 
owing to its pleiotropic role encompassing from whole body homeostasis to cancer cell functioning 












protein  levels,  in PCa  tissues,  as  compared  to  non‐tumor  tissues  in  two  independent  cohorts  of 
human  samples. Moreover,  elevated  expression  of GPR107 was  found  in  primary  tissues  from 
patients diagnosed with localized PCa and in patients with more aggressive, metastatic PCa. Most 
importantly,  GPR107  overexpression  was  evidenced  in  samples  from  patients  with  mHSPC 
compared to those without metastasis. In this line, although we acknowledge that a limitation of our 
study is the lack of analyzed mCRPC samples, the results presented herein compare favorably with 





the expression  levels of key molecular markers of PCa‐aggressiveness  (e.g., CDK2, VEGFR,  IL6R) 
[44–46].  These  results  reinforce  the  notion  of  a  causal  link  between  dysregulation  of  GPR107 
expression  and  PCa  aggressiveness,  suggesting  that  this  receptor  may  play  a  significant 
pathophysiological role in PCa cells. The contention of the potential oncogenic role of GPR107 in PCa 
is in line with a previous report indicating that GPR107 drives self‐renewal and tumorigenesis of liver 
tumor  initiating  cells  [47].  Thus,  our  results  offer  original  evidence  to  suggest  that  GPR107 
dysregulation may play a relevant functional pathophysiological role in PCa and could provide new 
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tools  as  a diagnostic  and  prognostic  biomarker  and/or  therapeutic  target  for  PCa,  especially  for 
metastatic PCa, given its association with clinical and molecular features of aggressiveness. 
These initial results led us to further explore the functional pathophysiological role of GPR107 
in  PCa  cell  models.  The  first  approach  was  to  assess  the  effect  of  GPR107‐silencing  on  cell 
proliferation and migration, two parameters tightly linked to tumor growth and metastasis, some of 
the main  clinical  problems  associated  to  PCa.  Silencing  of GPR107  decreased  proliferation  and 
migration  in  two  representative  models  of  CRPC  pathology  (i.e.,  22Rv1  and  PC‐3  cells), 
demonstrating  that GPR107  is  functionally active  in AI‐PCa cells and  that  its presence  is directly 
associated  with  their  aggressiveness  features.  These  results  are  in  agreement  with  a  previous 
evidence indicating that GPR107 expression knock‐down decreased aggressiveness features in liver 
tumor  initiating  cells  (i.e.,  impaired  tumor  initiation,  self‐renewal  and  invasion  capacities)  [47]. 
Additionally, the functional data observed in the present study in response to GPR107‐silencing (i.e., 
decreased  proliferation  and migration  capacity)  could  suggest  that GPR107  bears  a  constitutive 
functional activity in PCa cells. Remarkably, this is neither the sole nor the first time that a constitutive 
activation of  receptor belonging  to  the  somatostatin‐related  regulatory  system has been  reported 
since various SSTRs have been demonstrated  to display a  relevant degree of  ligand‐independent 
constitutive activity in different cell systems [48]. The mechanisms underlying the effect of GPR107 
are  yet  unknown,  and  future  studies  should  ascertain  whether  they  are  mediated  by  ligand‐
dependent  or  ‐independent  (e.g.,  receptor  constitutive  activity)  actions.  Nonetheless,  these 




its  tumor‐associated  functions  through  modulation  of  several  molecular/signaling  pathways, 
including a decreased activation (basal phosphorylation) of AKT signaling pathway, which has been 
shown  to  be  a  key  oncogenic‐signaling  pathway  and  cooperate  in  different  tumor  pathologies, 
including PCa, to promote malignancy, drug resistance and CRPC development [49,50]. In fact, this 
result  indicating  that  silencing  of  GPR107 may  inhibit  cell  proliferation/migration  via  negative 
regulation of AKT pathway is a common mechanism that has been previously reported with other 
components  of  the  somatostatin  system  in  different  tumor  types,  including  PCa  [10,41,51–53]. 
Moreover, silencing of GPR107  in AI‐PCa cells decreased  the expression  levels of MKI67, a well‐
known proliferation marker  associated  to biochemical  recurrence  in PCa  [54], and,  in PC‐3  cells, 
tended to increase the expression of CDKN2D, a cell‐cycle inhibitor involved in the growth arrest at 
senescence  of  PCa  cells  [55].  Similarly,  GPR107‐silencing  resulted  in  a  decrease  of MMP9  and 
PRPF40A, genes involved in the process of migration and cytoskeletal regulation, respectively [56,57]. 






target  in  PCa,  in  that  we  have  recently  reported  that  SST5TMD4  is  a  key  pathophysiological 
component in this cancer type [11,53]. This is consistent, actually, with the fact that GPR107 silencing 
in AI‐PCa cells induced significant changes in key factors involved in and associated with SST5TMD4‐
related pathways,  such  as modulation of AKT‐signaling pathway  and MKI67  expression  [11,53]. 
Moreover,  these results have special relevance because GPR107 silencing was able  to consistently 
decrease  SST5TMD4  expression  in  all  the AI‐PCa models  tested  herein,  in which we  previously 
demonstrated that overexpression of SST5TMD4 is directly associated to the inefficiency of SSA therapy 
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[16,17,19].  Our  results  revealed  for  the  first  time  that  NST  treatment  evoked  virtually  similar 
antitumor effects (i.e., reduction of proliferation and migration capacity) to those previously observed 
with GPR107‐silencing  in AI‐PCa  cells.  Similarly,  treatment with NST  induced  a  signaling  and 
molecular regulatory response comparable to that of the GPR107‐silencing treatment (i.e., inhibition 
of AKT signaling pathway and modulation of the expression of MKI67, CDKN2D, MMP9, PRPF40A, 






indicate  that  the  antitumor  actions  of NST might  be  exerted,  at  least  in  part,  by decreasing  the 
expression levels of GPR107 in AI‐PCa cells. Therefore, although further studies would be necessary 











levels  are  associated  to  key  aggressiveness  features  of  PCa  suggesting  that  this  receptor  could 
represent  a  valuable  diagnostic  tool  and  a  promising  prognostic  biomarker  in  PCa  patients. 
Moreover,  we  have  demonstrated  that  both  GPR107‐silencing  and  NST  treatment  altered  key 
pathophysiological  parameters  in  PCa  in  vitro,  including  a  reduction  of  cell  proliferation  and 
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